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SEQUENCES D'ACTDES NUCLEIOUES REGTTI.ATRTrRS ET UTILISATIONS 

La presente invention conceme une nouvelle sequence nucleique, des 
vecteurs pour son expression, et son utilisation dans des precedes de fermentation 
chez les Actinomycetes. 

5 Les Actinomycetes sont sont des bacteries Gram (+) filamenteuses et 

ramifiees. Parmi les Actinomycetes, les Streptomycetes representent la famille la plus 
importante. Les Streptomycetes sont des bacteries filamenteuses, sporulantes et vivant 
naturellement dans le sol dans des conditions de stricte aerobiose. 

Les Actinomycetes, et notamment les Streptomycetes, presentent un grand 
10 interet sur le plan industriel. En particulier, ils presentent la particularite de produire 
une grande variete de metabolites secondaires (Demmn, Biology of Actinomycetes 88, 
Okami (Eds), Tokyo, Japan scientific societies press, 1988, p. 19-25). Ces metabolites 
peuvent avoir des structures et des proprietes biologiques tres differentes (herbicides, 
anticancereux, antihelminthiques, anabolisants, antibiotiques, etc). Les plus connus de 
15 ces metabolites sont les antibiotiques (substances chimiques produites par un 
organisme et ayant un eflfet nefaste sur d'autres organismes). Les Streptomyces sont 
actuellement a Torigine de 70% des antibiotiques produits industriellement. La 
diversite structurale des antibiotiques synthetises ne se retrouve dans aucun autre 
genre bacterien. Ainsi, presque tous les types de structure sont representes : les B 
20 lactamines (ex. Tampicilline), les antibiotiques polypeptidiques (ex. streptogramines), 
les antibiotiques aminoglycosidiques (ex. streptomycine, kanamycine, etc), les 
macrolides (ex. erythromycine, spiramycine, etc), ou encore les cyclines (ex. 
tetracycline), etc. 

Pour ces raison, il est particulierement interessant de pouvoir disposer d'outils 
25 (vecteurs, promoteurs, etc) permettant de manipuler genetiquement ces 
microorganismes. De tels outils permettraient en effet de modifier les niveaux de 
synthese de ces metabolites, ou de preparer des intermediaires de synthese ou des 
derives de ces metabolites, etc. De tels outils permettraient 6galement de faire 
fabriquer par ces. microorganismes des produits recombinants, notamment des 
30 proteines heterologues, selon les techniques du genie genetique. 

A cet egard, la demande de brevet n^ EP 350 341 decrit des vecteurs derives 
du plasmide pSAM2 ayant des proprietes tres interessantes. Ainsi, ces vecteurs sont 



wo 95/16046 



PCT/FR94/01413 



2 

capables de s'integrer de maniere site-specifique dans le genome des Actinomycetes, 
possedent un large spectre d'hote et une stabilite elevee. Par ailleurs, ils peuvent etre 
utilises pour le transfer! et I'expression d'acides nucleiques dans les Actinomycetes. 
Toutefois, ces vecteurs presentent certains inconvenients qui resident notamment dans ^ 
5 leur faible nombre de copies par cellules, et dans Tabsence de moyens de controle du 
nombre de copies. Ainsi, pSAM2 et ses derives s*integrent g6n6ralement k raison d'une 
seule copie par chromosome. 

La presente invention apporte une solution a ce probleme, en foumissant des 
outils capables d'ameliorer les conditions d'utilisation industrielle de vecteurs derives 
10 de pSAM2. La presente invention decrit en efFet un gene dont le produit d'expression 
conduit a Tapparition, a partir de formes integrees, de formes libres replicatives du 
plasmide pSAM2 ou de vecteurs derives de celui-ci. Ceci a pour efFet d'augmenter le 
nombre de copies de pSAM2 ou de ses derives car les formes libres sont pr&entes a 
un nombre eleve de copies par cellule. 

15 La presente invention decrit aussi des cassettes d'expression de ce gene, des 

vecteurs le contenant, et leur utilisation pour induire I'apparition de copies libres de 
pSAM2 ou de vecteurs integratifs derives de celui-ci. 

La demanderesse a en efFet isole, sequence et caracterise une region du 
plasmide pSAM2 capable d'induire I'apparition de copies libres replicatives de pSAM2 

20 ou de ses derives. La demanderesse a 6galement montre que cette region pouvait etre 
utilisee en cis (sur le meme vecteur) ou en trans (pas sur le meme vecteur) pour agir 
sur pS AM2 ou ses derives. La sequence de cette region est presentee sur la sequence 
SEQ ID n"* 1. Plus precisement, cette region et son role fonctionel ont ete mis en 
evidence par I'etude de variants du plasmide pSAM2 : d'une part pSAM2(B2), 

25 provenant de S.ambofaciens ATCC 15154 pour lequel aucune forme libre rfest 
observee, d'autre part pSAM2(B3) et pSAM2(B4) provenant d'autres S. ambofaciens, 
pour lesquels la forme libre est observee avec la forme integree. Cette etude a permis 
de caracteriser deux mutations ponctuelles difFerentes (celles de pSAM2(B3) et celle 
de pSAM2(B4)) localisees toutes deux dans la region promotrice controlant 

30 Texpression d'un gene de pSAM2 (Cf SEQ ID n"" 1). Ces mutations conduisent a 
I'apparition de la forme libre de pSAM2(B3) et de pSAM2(B4). Ce gene a ensuite ete 
clone et sequence, et sa capacite a provoquer Tapparition de la forme libre de 
plasmides derives de pSAM2 a partir de la copie integree a ete demontree. 
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Un premier objet de Tinvention reside done dans une s6quence d'acide 
nucleique comprenant tout ou partie de la sequence SEQ ID n° 1 ou d'un variant de 
celle-ci. 

Au sens de la presente invention, le terme variant d6signe toute sequence 
5 difFerant de la sequence SEQ ID n^l en raison de la degenerescence du code 
genetique, junsi que toute sequence hybridant avec ces sequences ou des fragments de 
celles-ci et dont le produit possede Tactivite indiquee. Ces variants peuvent etre 
obtenus par toute technique connue de I'homme du metier, a partir de SEQ ID n** 1, 
notamment, mutation, deletion, substitution, addition, hybridation, etc. Les 

10 hybridations peuvent etre realisees dans des conditions de stringence conventioimelles 
(Maniatis et al, Cf techniques generales de biolo^e mol^culaire), ou, de preference, 
dans des conditions de stringence elevees. La capacite des variants tfinduire 
Fapparition de formes libres replicatives de pSAM2 ou de ses derives peut etre 
determinee sur une souche d*Actinomycete contenant un tel plasmide integre (par 

15 exemple sur la souche ATCC 15154), en tranfectant ledit variant dans la souche, dans 
des conditions permettant son expression, et en verifiant Tapparition de formes libres 
(Cf exemples). 

Un autre objet de I'invention conceme toute cassette d'expression de la 
sequence SEQ ID n° 1 ou d'un variant de celle-ci tel que defini ci-avant, comprenant 
20 ladite sequence ou variant sous controle d'un promoteur constitutif ou regule. 

^utilisation d'un promoteur constitutif est particulierement avantageuse 
lorsque la cassette est utilisee en trans pour induire des formes libres d'un plasmide 
integre. Dans ce cas, les cellules contenant la forme integree du plasmide sont 
transfectees avec la cassette d'expression pour induire Tapparition de formes libres 
25 replicatives, permettant par exemple d'isoler et/ou de purifier le plasmide. 

L'utilisation d'un promoteur regule est particulierement avantageuse lorsque 
la cassette est utilisee en cis (sur le vecteur derive de pSAM2 lui-meme), par exemple 
dans un procede industriel de fermentation. Dans ce cas, toute la phase de proliferation 
et de croissance des cellules est efFectuee sans expression du gene de Tinvention, c*est- 
30 a-dire avec une seule copie du plasmide par chromosome, et, pour la phase de 
production (d'un produit recombinant, d'un gene de biosynthese ou de regulation de la 
synthase d'un metabolite, etc), le promoteur regule est induit, entrainant Tapparition de 
plusieurs copies libres du plasmide et ainsi une activite de production accrue. Ce mode 
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de mise en oeuvre est particulierement avantageux lorsque le vecteur derive de 
pSAM2 porte des sequences heterologues dont la presence en plusieurs nombre de 
copies peut etre toxique aux cellules et/ou aflfecter leur croissance. 

Parmi les promoteurs constitutifs utilisables dans le cadre de la presente 
5 invention, on peut citer plus particulierement tout promoteur constitutif fonctionnel 
dans les Actinomycetes, tel que par exemple le promoteur du gene ermE ou un variant 
de celui-ci (Bibb et al.. Gene 41 (1986) E357), le promoteur pl4 du phage 119 de 
S.ghanaensis (Labes et al.. Sixth DFGWT/AFAST, 27-30/11/92), ou tout fragment 
contenant une region promotrice d*un operon ribosomique de S.ambofaciens (Pemodet 
10 etal., Gene 79 (1989) 33). 

Parmi les promoteurs regulables utilisables dans le cadre de la presente 
invention, on peut citer plus particulierement tout promoteur regulable fonctionnel 
dans les Actinomycetes. II peut s'agir de promoteurs induits specifiquement par un 
agent introduit dans le milieu de culture, tel que par exemple le promoteur tipA 

15 inductible par le thiostrepton (Murakami et al., J. Bactt, 171 (1989) 1459) ou des 
promoteurs thermoinductibles comme celui des genes groEL par exemple (Mazodier 
et al, J. Bact. 173 (1991) 7382). II peut egalement s*agir d'un promoteur 
d'actinomycetes specifiquement actif dans les phases tardives du cycle de proliferation 
des actinomycetes, tel que par exemple certains promoteurs de genes du metabolisme 

20 secondaire (genes de production d'antibiotiques notamment). 

Un autre objet de Tinvention conceme I'utilisation des sequences de 
rinvention telles que definies ci-avant, ou des cassettes les contenant, pour induire 
Tapparition de copies libres de vecteurs derives de pSAM2 integres dans un 
Actinomycete. 

25 Comme indique plus haut, cette utilisation peut etre effectuee en cis (le gene 

ou la cassette etant portes par le vecteur integratif derive de pSAM2) ou en trans (le 
gene ou la cassette etant sur un autre vecteur ou meme introduits directement tels 

quels). 

Les vecteurs integratifs derives de pSAM2 tels que mentionnes ci-dessus sont 
30 des vecteurs comprenant au moins les elements de pSAM2 necessaires a I'integration, 
a Texcision et a la replication. Plus particulierement, ces vecteurs comprennent done au 
moins les regions attP et int telles que decrites dans la demande EP 350 341, le gene 
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Xis, le gene repSA et I'origine de replication (ori). Ces difFerentes regions, sont 
representees sur la carte du plasmide pSAM2 donnee sur la figure 1, qui mentionne 
egalement certains sites de restriction permettant d'extraire ces regions. 

Avantageusement, les vecteurs integratifs derives de pSAM2 comprennent 
5 Egalement une sequence d'ADN recombinante codant pour un produit recherche. II 
peut s'agir d'un peptide, polypeptide ou proteine presentant un interet pharmaceutique 
ou agroalimentaire. Dans ce cas, le systeme de I'invention permet d*augmenter le 
nombre de copies de cette s6quence par cellule et done d'augmenter les niveaux de 
production de ce produit et ainsi d*augmenter les rendements du procede de 

10 preparation. Le produit recherche peut egalement etre un peptide, polypeptide ou 
proteine intervenant dans la biosynthese (synthese, degradation, transport ou 
regulation) d'un. metabolite par la souche d*Actinomycete concemee. Dans ce cas, le 
systeme de Tinvention permet d'augmenter le nombre de copies de cette sequence par 
cellule et done d'augmenter les niveaux de production de ce produit et ainsi soit 

15 d'augmenter les niveaux de production du metabolite, soit de bloquer la biosynthese du 
metabolite, soit de produire des derives du metabolite. 

Les sequences de I'invention peuvent ainsi etre utilisees dans tout 
Actinomycete dans le genome duquel les vecteurs pSAM2 ou ses derives sont capables 
de s'integrer. En particulier, elles peuvent etre utilisees dans des procedes de 

20 fermentation impliquant des souches de Streptomyces, de mycobacteries, de bacillus, 
etc. A titre d'exemple, on peut citer les souches de S. pristinaespiralis (ATCC 25486), 
S. antibioticus (DSM 40868), S. bikiniensis (ATCC 11062), S. parvulus (ATCC 
12434), S. glaucescens (ETH 22794), S. actuosus (ATCC25421), S. coelicolor 
(A3(2)), S. ambofaciens, S. lividans, S. griseofliscus, S. limosus, etc (Voir egalement 

25 Smokvina et al.. Applications of the integrated plasmid pSAM2. GIM90, Proceedings, 
Vol. l,p.403.407). 

Des vecteurs derives de pSAM2 comportant les elements decrits ci-dessus 
peuvent etre construits par Thomme du metier, sur la base de ses connaissances 
generales et des enseignements de la presente demande (Cf egalement les techniques 
30 generales de biologie moleculaire). 

Les sequences de I'invention sont tout particulierement adaptees a une 
utilisation dans un procede industriel de production d'antibiotiques (spiramycine. 



wo 95/16046 



PCT/FR94/01413 



6 

streptogramines, B lactames, etc dont les genes sont decrits dans les demandes 
EP 346 000 et PCT/FR93/00923 notamment). 

La presente invention sera plus compl^tement decrite a Taide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

5 Legende des figures : 

Figure 1 : Carte de restriction du plasmide pSAM2 

Figure 2 : Carte de restriction du vecteur pOS531 

Figure 3 : Carte de restriction du vecteur pOS532 

Figure 4 ; Carte de restriction du vecteur pOS541 
10 Figure 5 : Carte de restriction du vecteur pOS544 

Figure 6 : Carte de restriction du vecteur pOS666. Ce vecteur est construit a partir du 

plasmide pPM927 (Smokvina et al. gene 94 (1990) 53) par insertion du gene rmf 

(egalement desinge pra) et de I'origine de replication de pSAM2 : tsr : gene de 

resistance au thiostrepton; stm/spc gene de resistance a la 

15 streptomycine/spectinomycine; oriR : origine de replication E. coli; oripSAM2 : 

origine de replication de pSAM2; ter : tenninateur de transcription. 

Figure 7 : Activite des vecteurs. 

Techniques generates de biologie moieculaire 

20 Les methodes classiquement utilisees en biologie moieculaire telles que les 

extractions preparatives d*ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d*agarose ou d*acrylamide, la 
piarification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 

25 Tethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology". John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

30 Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 

d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 



wo 95/16046 



PCT/FR94/01413 



7 

Pour les ligatures, les fragments d' ADN peuvent etre s6pares selon leur taille 
par electrophorSse en gels d' agarose ou d*acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a I'ethanol puis incubes en presence de 
r ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du f oumisseur. 
5 Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectu§ par le 

fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du foumisseur. La destruction des extremites 3* pro6minentes est 
effectuee en presence de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est 
10 effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synth6tiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12, 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

Lamplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
15 PGR [Polymerase-catalyzed £hain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 2211 (1985) 
1350-1354; MuUis K.B. et Faloona F.A.. Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 
etre effectuee en utilisant tm "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la 
20 methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

Examples 

Exemple 1 : Clonage et sequenyage de la sequence SEP ID n° 1 

La forme libre de pSAM2 (B2) n'est pas observee dans S. lividans TK24 
25 (Hopwood et al., J. Gen. Microbiol. 129 (1983) 2257), seule la forme integree est 
observee. Avec pSAM2 (B3) la forme libre du plasmide coexiste avec la forme 
integree. Des plasmides hybrides ont ete construits a partir de pSAM2 (B3) dans 
lesquels differentes regions ont ete remplacees par les regions equivalentes provenant 
de pSAM2 (B2). Ceci a permis de montrer que la mutation permettant a pSAM2 (B3) 
30 d*exister sous forme libre etait localisee dans un fragment de restriction Kpnl de 2 kb. 
La sequence de ce fragment Kpnl a ete determinee pour pSAM2 (B2) et pSAM2 (B3). 
Un seul nucleotide differe entre ces deux sequences : une paire G/C dans pSAM2 (B2) 
est remplacee par une paire A/T dans pAM2 (B3). L'analyse de la sequence a montre 
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que cette mutation se trouvait en amont d'une phase ouverte de lecture qui se 
prolongeait plus loin que le site KpnI. La sequence de cette phase ouverte de lecture a 
et6 ddterminee, elle est presentee sur la sequence SEQ ID n**l. Cette phase ouverte de 
lecture, designee rmf (ou pra), est situee entre les genes korSA et traSA. La mutation 
5 fait disparaitre un site de reconnaissance pour Tenzyme de restriction ApaLI (site de 
reconnaissance : 5*GTGCAC 3'). Ce site est present chez pSAM2 (B2) mais absent 
Chez pSAM2 (B3). 

La sequence SEQ ID n^l comprend egalement 100 pb en amont de la region 
codante, comprenant une partie du promoteur (residus 1 a 101) et la region 5* non 
10 codant mais transcrite (residus 102 a 154), portant notamment le site de liaison des 
ribosomes (RBS). 

Dans le mutant pSAM2 (B4), pour lequel la forme libre peut etre observee, le 
site ApaLI est encore present, indiquant que la mutation n*est pas localisee au meme 
endroit que dans pSAM2 (B3). La sequence de pSAM2 (B4) pour la region 

15 correspondante a montre que les sequences de pSAM2 (B2) et de pSAM2 (B4) 
differaient par un nucleotide. Cette mutation etait localisee 8 nucleotides en amont de 
la mutation detectee dans pSAM2 (B3). Ainsi, dans deux cas independahts, la 
presence de la forme libre de pSAM2 (B3) et pSAM2 (B4), qui coexiste avec la forme 
integree, est due a une mutation ponctuelle en amont d'un gene de pSAM2. Ces deux 

20 mutations independantes sont toutes deux situees dans une region dont les experiences 
d'analyses des ARN messagers ont montre qu*elle constituait le promoteur de ce gene. 

Exemple 2 : Construction de cassettes et vecteurs d'expression de la sequence SEP ID 
nil 

Plusieurs constructions ont ete realisees en utilisant les promoteurs et 
25 plasmides suivants : 

- Promoteur ermE modifie (ermE*). Le promoteur ermE modifie utilise 
correspond au promoteur decrit par Bibb et al precitee possedant une deletion de 3 
nucleotides (bases 252-254, figure 2 de Bibb et al. precitee). Ce promoteur modifid 
donne une expression forte et constitutive. II a ete isole sous forme d'un fragment 
30 Kpnl-BamHI de 275 pb. 
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- Promoteur tipA : Ce promoteur (Murakami et al. precitee) est present dans 
le plasmide pPM927 (Smokvina et al., Gene 94 (1990) 53). II est induit specifiquement 
en presence de thiostrepton. 

- Plasmides pU486 et pIJ487. Ces deux plasmides ont ete d6crits par Ward et 
5 al. (Mol. Gen. Genet. 203 (1986) 468). Ces plasmides seuls n'ont pas d'influence sur le 

statut (libre ou integre) de pSAM2. 

2.1. Construction du vecteur pOS531 

Le vecteur pOS531 a 6te construit par clonage de la partie codante du gene 
rmf (r&idus 155 a 505 de la sequence SEQ ID n° 1) aux sites BamHI-Hindlll du 
10 plasmide pIJ487. Ce vecteur porte done le gene rmf nu (sans signal d'expression ni 
region 5* non codante). Une carte de ce vecteur est donnee sur la figure 2. 

2.2. Construction du vecteur pOS532 

Le vecteur pOS532 a ete construit par clonage du fragment de 275 pb portant 
le promoteur ermE modifie aux sites EcoRI-BamHI du vecteur pOS531. Ce vecteur 
15 porte done le gene rmf nu sous controle du promoteur ermE modifi6 (figure 3). 

2.3. Construction du vecteur pOS541 

Le vecteur pOS541 a ete construit en 2 etapes : 

- clonage d*un fragment comportant la partie codante du gene rmf et la region 
5' non codante (residus 102 a 505 de la sequence SEQ ID n° 1) aux sites BamHI- 

20 Hindin du plasmide pIJ487, 

- addition du fragment de 275 pb portant le promoteur ermE modifie aux sites 
EcoRI-BamHI du vecteur obtenu ci-dessus. 

Ce vecteur porte done le gene rmf pourvu de sa region 5' non codante, sous 
controle du promoteur ermE modifie (figure 4), 

25 2.4. Construction du vecteur pOS544 

Le vecteur pOS544 porte un gene rmf delete dans sa partie 3* (les residus 102 
a 276 de la sequence SEQ ID n° 1 sont presents). II a ete construit par clonage de 
cette region sous forme d'un fragment BamHI-BspHI (extremite BspHI traitee par le 
fi"agment de Klenow de I'ADN polymerase I d'E. coli) dans les sites BamHI Hindlll du 
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plasmide pIJ487 (extremite Hindlll traitee par le fragment de Klenow de 1*ADN 
polymerase I dTE. coli). Le vecteur pOS544 porte done la partie 5* du gene rmf (region 
5' non codante + region 5* codante), mais depourvue de son promoteur. Une carte de 
ce vecteur est donnee sur la figure 5. 

5 Exemple 3 : Apparition de formes libres replicatives de vecteurs int6gratifs derives de 
pSAM2 due au produit d'expression du gene rmf 

Get exemple montre que la surexpression du gene SEQ ID n° 1 peut 
provoquer Tapparition sous forme libre d*une copie integree de pSAM2. 

3.1. Une preuve directe du role d'activateur de la replication que joue rmf 
10 peut etre obtenue en provoquant, par expression de rmf, Tapparition sous forme libre 

d'une copie integree de pSAM2 (B2). Le fait que pSAM2 (B2) possede un site ApaLI 
supplementaire par rapport a pSAM2 (B3) permet de verifier simplement par 
observation du profit de digestion ApaLI que le plasmide libre est bien pSAM2 (B2). 

3.2. L'activite de la sequence SEQ ID n° 1 a egalement ete mise en evidence 
15 par transformation de S.lividans portant une copie integree de pSAM2(B2) avec les 

dififerents vecteurs decrits ci-dessus, puis recherche de formes libres. Pour cela, S. 
lividans contenant le plasmide pSAM2(B2) a ete transforme par la technique des 
protoplastes par les differents vecteurs decrits dans I'exemple 2. L'ADN plasmidique 
ou I'ADN cellulaire total sont extraits a partir d'une culture en phase stationnaire des 
20 clones transformes. L'ADN plasmidique est digere par Tenzyme ApaLI et les fragments 
de digestion separes par electrophorese en gel d'agarose. L'observation du profil de 
restriction permet de savoir si des copies libres de pSAM2(B2) sont presentes. Ces 
resultats sont ensuite confirmes par des experiences d'hybridation de I'ADN total avec 
une sonde pSAM2. 

25 Les resultats obtenus sont presentes dans la figure 7. 

Ces resultats montrent que pOS541, qui comporte le promoteur ermE 
modifie, la region non traduite en amont de rmf avec le site de fixation des ribosomes 
et la phase codant rmf, provoque Tapparition de formes libres replicatives de 
pSAM2(B2). Comme attendu aucun efFet n'est observe avec un vecteur ne comportant 
30 que la partie codante rmf (pOS53 1) ou avec un vecteur comportant ermE modifie et la 
partie codante de rmf, mais aucune region de fixation des ribosomes (pOS532). Aucun 
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efFet n'est observe avec un vecteur portant una deletion dans la partie 3' de rmf 
(pOS544). 

Le meme type d'efFet est obtenu quand la cassette permettant Texpression 
inductible de rmf est localisee sur le plasmide pour lequel on souhaite provoquer 
5 I'apparition de fomries libres (vecteur pOS666, figure 6). 

Uensemble de ces resultats demontre bien que la sequence de Tinvention est 
capable d'induire, en cis ou en trans, Tapparltion de formes libres de vecteurs derives 
de pSAM2. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE-POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue R. ARON 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 920165 

(il) TITRE DE L' INVENTION: Sequences d'acides nucl^igues 
regulatrices et utilisations. 

15 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
20 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



25 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 812 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
30 (C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
35 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

40 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 155.. 505 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product= "gene rmf" 

45 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: -35_Signal 

(B) EMPLACEMENT: 65.. 70 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
50 (A) NOM/CLE: -10__signal 

(B) EMPLACEMENT: 89.. 94 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
(A) NOM/CLE: promoter 
55 (B) EMPLACEMENT: 1..101 



60 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: RBS 

(B) EMPLACEMENT: 140 -.145 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
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CCAGCAGCCG ACTGACGACC GCTCAACTCC TCACAGCCCG TCGCGAGTTC TCTGTCGCGG 60 

CGGGTTGACT CATGTATAGG AGTGGTGCAC TCTTCTTCAT GTCACTCATA TACATGAGTG 120 

5 ACGGAGTCCA GCCTCTATAG AGGAGTGATC CGCT GTG CGT CAG ATC CCC GTC 172 

Met Arg Gin lie Pro Val 
1 5 

GAG ACC TCC GCC GO A AGO GTG ATG GTC GCC AAG ACT CCG GAG CCG AAG 220 
10 Asp Thr Ser Ala Ala Thr Val Met Val Ala Lys Thr Pro Glu Pro Lys 
10 15 20 

GTG AAG GAC CGC CGG ACC GGT GAG CTG GCC GTC GAC GCC GAG ACC GGT 268 
Val Lys Asp Arg Arg Thr Gly Glu Leu Ala Val Asp Ala Glu Thr Gly 
15 25 30 35 

GCC AAG CTC ATG ACC GTG AAC GTG ATG TTC GCG GCC AAC GAC GAA GTC 316 

Ala Lys Leu Met Thr Val Asn Val Met Phe Ala Ala Asn Asp Glu Val 

40 45 50 

20 

GAG ATT CTG TCC GTG ACC GTC CCG GAG ACC GGT ATC TCC GGT GAA CTG 364 

Glu lie Leu Ser Val Thr Val Pro Glu Thr Gly lie Ser Gly Glu Leu 

55 60 65 70 

25 GCC ATG GGT ACC CCG GTC GCG CTG ACG GGG CTC ATC GCC CGG CCG TGG 412 
Ala Met Gly Thr Pro Val Ala Leu Thr Gly Leu lie Ala Arg Pro Trp ' 
75 80 85 

GAG AAC GAG TTC AAC GGC CAG AAG CGG CAC GGC ATC GCG TTC CGC GCG 460 
30 Glu Asn Glu Phe Asn Gly Gin Lys Arg His Gly lie Ala Phe Arg Ala 
90 95 100 

GTC GCG GTC ACG TCG CTG ACC GCT GCG GGC TCG AAG GCT GCC TGATCATGAC 512 
Val Ala Val Thr Ser Leu Thr Ala Ala Gly Ser Lys Ala Ala 
35 105 110 115 

GTGGTTCATG GTCGCTGTGG TTGTGGTCGT CGCTGCTGCG GGTCTCCTGC GGTGGCGGCG 572 

CCCCGCCTGG TACTGGCTCA CCTTCGGGGC CCTGGTCGCG ACGGTGCGGG TCCTGGTCCG 632 

40 

TACGCCTCGG TCATGGAAGC GTGCGGGCTG ACGGTCCGCC CTCACGCTGG CGGCTGCTCT 692 

GGCCCGGATG GCGAATGCCG CGCCTGAGTC CCGGCCGCCG CGCATCTTGC GGTTACGTCC 752 

45 CACTCGTACC GGCCTGGTCT GCGGCTCAAG CTCCGGCCGG GACAGGATGC CTTCGACGTG 812 



wo 95/16046 



PCT/FR94/01413 



14 

REVENDICATIQNS 

1. Sequence d'acides nucleiques comprenant tout ou partie de la sequence 
SEQ ID 1 ou d'un variant de celle-ci. 

2. Cassette d'expression comprenant une sequence selon la revendication 1 
5 sous controle d'un promoteur constitutif ou regule. 

3. Cassette d'expression selon la revendication 2 caracterisee en ce que le 
promoteur constitutif est choisi parmi le promoteur du gene ermE ou un variant de 
celui-ci, le promoteur pl4 du phage 119 de S.ghanaensis, ou tout fragment contenant 
une region promotrice d'un operon ribosomique de S.ambofaciens. 

4. Cassette d'expression selon la revendication 2 caracterisee en ce que le 
promoteur regule est choisi parmi les promoteurs induits specifiquement par un agent 
introduit dans le milieu de culture, tel que par exemple le promoteur tipA inductible 
par le thiostrepton ou des promoteurs thermoinductibles comme celui des genes 
groEL. 

5. Cassette d'expression selon la revendication 2 caracterisee en ce que le 
promoteur regule est choisi parmi les promoteurs d*actinomycetes specifiquement 
actifs dans les phases tardives du cycle de proliferation des actinomycetes, tel que par 
exemple les promoteurs de genes du metabolisme secondaire (genes de production 
tfantibiotiques notamment). 

6. Utilisation d'une sequence ou cassette selon I'une des revendications 
precedentes pour induire I'apparition de copies libres de vecteurs derives de pSAM2 
integres dans un actinomycete. 

7. Utilisation selon la revendication 6 caracterisee en ce que la sequence ou la 
cassette sont portees par le vecteur integratif derive de pSAM2. 

8. Utilisation selon la revendication 6 caracterisee en ce que la sequence ou la 
cassette sont portees par un autre vecteur ou introduites directement telles quelles. 

9. Utilisation selon les revendications 6 a 8 caracterisee en ce que 
I'Actinomycete est choisi parmi les Streptomyces, les mycobacteries et bacillus. 
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10. Utilisation selon les revendications 6 a 9 dans un procede industriel de 
production d'antibiotiques. 
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